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Введение. Общей проблемой высших растений при выделении ДНК являются различные за-
грязняющие вещества, например, полисахариды и полифенолы [1, с. 3]. Физико-химические свой-
ства подобных веществ в определенной степени совпадают со свойствами нуклеиновых кислот, 
что затрудняет их полное отделение от ДНК и обусловливает низкое качество препаратов, что де-
лает непригодным их дальнейшее использование [2, с. 148]. Получение качественного препарата 
суммарной ДНК и устранение ингибирующих веществ для растений рода Vaccinium удалось с по-
мощью протокола «ЦТАБ-PVP-меркаптоэтанол» [3, с. 29]. 
Целью данной работы была возможность применения данной методики для выделения ДНК из 
растительных тканей рододендрона вечнозеленого, малины обыкновенной и, для сравнения, двух 
сортов голубики высокой, а так же определение ее качества для молекулярно-генетических иссле-
дований. 
Методика и объекты исследования. Исследования были проведены на базе научно-
исследовательской лаборатории прикладной и фундаментальной биотехнологии биотехнологиче-
ского факультета учреждения образования “Полесский государственный университет” (далее БТФ 
ПолесГУ). Использовали ткани разных органов растений (стебель и лист) сортов голубики высо-





веденных методом клонального микроразмножения in vitro на базе научно-исследовательской ла-
боратории клеточных технологий в растениеводстве БТФ ПолесГУ.  
ДНК выделяли протоколом «ЦТАБ-PVP-меркаптоэтанол» [3, с. 26]. Оценку эффективности 
выделения ДНК из листьев и стеблей растений проводили, используя электрофоретическое разде-
ление полученного продукта в агарозном геле, спектрофотометрическое определение концентра-
ции и чистоты образцов, а также ISSR-ПЦР-анализ. 
Длину фрагментов выделенной ДНК оценивали с помощью горизонтального электрофореза 
экстракта с загрузочным красителем, наносимых в 0,8% агарозный гель, в трис-боратном буфере, 
при напряжении 80−90 V, в течение 30 мин. 
Измерение концентрации ДНК проводили по стандартной методике по объему 1,5 мкл полу-
ченного экстракта в 1−3 повторностях на спектрофотометре NanoDrop 1000, в диапазоне длин 
волн 220−350 нм  
Реакционная смесь для проведения ПЦР готовилась в объеме 25 мкл и включала стандартные 
компоненты. Полимеразные цепные реакции поводились на термоциклере Biometra [4, с. 116].  
Длину фрагментов амплифицированной ДНК оценивали с помощью горизонтального электро-
фореза в 2% агарозном геле, в трис-боратном буфере, при напряжении 60 V – 180 мин. Для опре-
деления длины фрагментов ДНК использовали размерные маркеры 100 bp DNA Ladder (производ-
ства Thermo Scientific, Литва). Визуализация результатов электрофореза проводилась в приборе 
гель-документирования Quantum ST4. 
Результаты и их обсуждение. Анализ ДНК, полученной протоколом «ЦТАБ-PVP-
меркаптоэтанол» показал, что соотношение поглощения при 260/280 нм, в среднем, равно 1.80. 
Это свидетельствует о том, что полученные образцы ДНК не  содержат примесей. Наивысшая 
концентрация ДНК из зеленых листьев голубики высокой равна 73.4 нг/мкл, наименьшая – 22.1 
нг/мкл; из стебля соответственно: 140.7 нг/мкл и 33.8 нг/мкл. Наивысшая концентрация ДНК из 
листьев малины садовой равна 154.3 нг/мкл, из листа рододендрона 57.1 нг/мкл, наименьшая – из 
малины 122.5 нг/мкл, из рододендрона 21.0 нг/мкл. Наибольшая концентрация ДНК из стебля ма-
лины равна 75.0 нг/мкл, из стебля рододендрона 77.9 нг/мкл, а наименьшая 38.1 нг/мкл у малины и 
59.8 нг/мкл у рододендрона. Суммируя вышесказанное, можно заключить, что в отличии от мали-
ны, у рододендрона и голубики концентрация ДНК, выделенной из стебля, выше, чем из листа. 
Для выявления степени деградации молекул в препарате дезоксирибонуклеиновой кислоты ис-
пользовали электрофоретический анализ. Выделенная ДНК из всех исследуемых образцов при ви-
зуализации на агарозном геле светилась в виде яркой компактной полосы высокой молекулярной 
массы.  
В дальнейшем была проведена амплификация ДНК всех образцов с использованием ISSR-
праймера UBC 845 [4 с. 117]. Проведенный ПЦР-анализ показал хорошую воспроизводимость ре-
зультатов, что, в свою очередь, свидетельствует о высоком качестве выделенной ДНК. На элек-
трофореграмме наблюдалось отсутствие шмера, во всех пробах были видны продукты амплифи-
кации, что говорит о полном удалении ингибиторов. На профилях светились яркие, отчетливые 
фрагменты, основная зона разделения которых расположена в диапазоне от 880 до 170 п.н. Число 
маркеров варьировало от 7 у рододендрона вечнозеленого до 11 у сорта Toro голубики высокой.  
Выводы. Методика «ЦТАБ-PVP-меркаптоэтанол» позволяет получить чистый препарат ДНК 
без признаков деградации и примесей у растений богатых полифенолами и полисахаридами. Экс-
периментально установлено, что лучшие результаты получаются при выделении ДНК из стебля у 
сортов голубики высокой и рододендрона вечнозеленого; из молодого листа у малины обыкновен-
ной. Средний коэффициент абсорбции при длине волны A260/A280 нм равнялся 1.80. При этом 
количество ДНК варьировало в пределах 21.0 –154.3 нг/мкл. 
Использование выделенной ДНК в качестве матрицы в ISSR-ПЦР-анализе позволило получить 
воспроизводимые электрофоретические профили с количеством фрагментов от 7 до 11, зона раз-
деления которых расположена в диапазоне от 880 до 170 п.н.  
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Основными селекционными признаками молочной продуктивности крупного рогатого скота, 
отражающими количество получаемой продукции, являются удой, содержание молочного жира и 
молочного белка. Одним из эффективных способов повышения таких показателей является мар-
кер-зависимая селекция, которая предполагает использование в схемах подбора родительских 
форм желательных генотипов по локусам генов, ассоциированных с продуктивностью животных.  
В настоящее время особое внимание уделяется генам бета-лактоглобулина и соматотропина 
[1,2,3,4,5]. В связи с чем, целью нашего исследования явилось выявление ассоциации полимор-
физма генов бета-лактоглобулина и соматотропина с молочной продуктивностью крупного рога-
того скота белорусской черно-пестрой породы. 
Исследования были проведены в научно-исследовательской лаборатории «Прикладной и фун-
даментальной биотехнологии» на базе УО «Полесский государственный университет», а также в 
научно-исследовательской лаборатории ДНК-технологий на базе УО «Гродненский государствен-
ный аграрный университет. В качестве объекта исследований была использована популяция коров 
белорусской черно-пестрой породы (n=50), разводимая в СПК «Обухово» Гродненской области.  
Геномная ДНК была выделена из выщипов уха животных перхлоратным методом. Для ампли-
фикации участка гена GH использовали forward-праймер (5′-GCT GCT CCT GAG GGC CCT TCG-
3′) и reverse-праймер (5′-GCG GCG GCA CTT CAT GAC CCT-3′). Для амплификации участка гена 
BLG использовали forward-праймер (5′- TGT GCT GGA CAC CGA CTA CAA AAA G - 3′) и 
reverse-праймер (5′- GCT CCC GGT ATA TGA CCA CCC TCT -3′). 
Для проведения ПЦР по гену GH использовали следующую программу: «горячий старт» – 4 
мин при 940С; денатурация – 1 мин при 940С; отжиг – 1 мин при 590С; синтез – 1 мин при 720С (35 
циклов); элонгация – 4 мин при 72 0С. ПЦР-программа по гену LGB: «горячий старт» – 5 минут 
при 94C; денатурация – 1 мин при 94С; отжиг –1 мин при 60С; синтез –1 мин при 72С (35 цик-
лов); элонгация – 5 минут при 72С.  
Концентрацию и специфичность амплификата оценивали в 1,5%-ном агарозном геле при 
напряжении V=110 в течение 35 мин. Длина амплификационного фрагмента гена GH составляла 
223 п.н., длина фрагмента гена LGB – 247 п.н. 
Рестрикцию проводили в термостате при температуре 37 0С в течение 1,5 часов с использова-
нием рестриктаз AluI и BsuRI (HaeIII) для участков генов GH и LGB соответственно. Детекцию 
результатов рестрикции проводили в 2%-ном агарозном геле, V=130, 60 мин.  
При расщеплении продуктов амплификации по гену GH идентифицировались следующие гено-
типы: GHVV – фрагмент 208 п.н.; GHLL – фрагменты 172, 35 п.н.; GHLV – фрагменты 208, 172 и 35 
п.н. При расщеплении продуктов амплификации по гену LGB идентифицировались генотипы: 
LGB
АА – фрагмент 148, 99 п.н.; LGBАВ – фрагменты 148, 99, 74 п.н.; LGBВВ – фрагменты 99,74 п.н.  
Детекцию результатов трех этапов работы – выделения ДНК, амплификации фрагментов генов 
GH и LGB, а также рестрикции продуктов амплификации осуществляли электрофоретическим ме-
тодом с последующей визуализацией на трансиллюминаторе в проходящем УФ-свете с длиной 
волны 260 нм при помощи компьютерной видеосистемы и гель-документирования 
GelDocRX+(BIORAD). 
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